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© Geschutzter Aminosaurebaustein, Herstellung und Verwendunc 

(§) Die Erfindung betrifft einen Aminosaurebaustein fur die 
Peptidsynthese, bei dem ein Wasserstoff-Atom der eine 
Peptidbindung einzugehenden Aminogruppe durch eine 
temporare Aminoschutzgruppe geschutzt ist, die unter 
nicht-sauren Bedingungen abgespalten werden kann, wobei 
der Baustein dadurch gekennzeichnet ist, daS 

(a) das zweite Wasserstoff-Atom dieser Aminogruppe durch 
eine weitere Schutzgruppe geschutzt ist. die durch eine 
Mannich-Reaktion einfuhrbar ist und 

(b) (sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen 
Dipeptidbaustein handelt) auch das Wasserstoff-Atom der 
Peptidbindung durch eine derartige weitere Schutzgruppe 
geschutzt sein kann, oder 

(c) (sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen 
Oligopeptidbaustein handelt) auch ein bis alle Wasserstoff- 
Atome der Peptidbindungen durch eine derartige weitere 
Schutzgruppe geschutzt sein konnen. Die Erfindung betrifft 
ferner ein Verfahren zur Herstellung des Aminosaurebau- 
steins sowie dessen Verwendung zur Peptidsynthese. 
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Beschreibung 



a a- ^ic^l^Forschung sind chemisch symhetisierte Peptide (Oligo- und 
In der molekularbiolog^ eingesetzt zur Herstellung spezifischer 
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" e r B Sn?.™ m MS«tt AT ^p.W«. Vol.2 (E. Gross, ,. Mcienhof.r. Eds) Academic Press. New 

York, 1979. p. 1. 

,m Verlauf vie.er Synthesen kann es zu P~blem«i«hen ^^^^2^ 
ausbeute rapide sinkt. Bei einzelnen Pept.den kann dies be re ™ n ™?™™£ Faltung der Peptidket.e zu 
(schwierige Sequenzen). Verantworthch fu^ 

B-Faltblattstrukturen durch intra- und l nter ^ olek " lare .^" S . e . r a St ° " °™ , ich An der Faltung d er Peptide sind die 

sind dann fur eine chemische Reakuon ™\y£ T ^^^*S?£mxoZ S C . F.Milton. P. A. Adams. 
Amidprotonen der Peptidbindung maBgebl.ch beteil.gt (R.C. de i_ Mmon. o.v. 

^^Sd^n^R^ 

Robinson. Org. ChenOS 2842 (,970) und R. C de ^Z^^X^xol^n setzt auf die 
Das wirkungsvollste aber auch schw.engste Konzept zur vermeiaung insbesondere 
chemische Modifizierung i«/^^^^^^^^Si^^ W ng fur die Synthesee- 
aN-Proton (H. Eckert, C. Se.del, Angew. Chem, 98. ^}l^^J^„ dnm AuB erdem sollte sie keinen 
ignung ist die Orthogonalitat der neuen Schutzgruppe * u bleibt dann 
n'egativen EinfluB (sterisch oder elektronwch) auf d^e Ammol f^^^^ e ^p«; t f ds ^gip^ten. 

Am^pf d » 

abgespalten werden kann. wobei dieser Baustein dadurch gekennze.chnet ,st. 

(a) daB das zweite Wasserstoff-Atom dieser Aminogruppe durch eine weitere Schutzgruppe geschutzt ist. 
die durch eine Mannich-Reaktion e.nfuhrbar ist. und Di _ eDtidbausle j n handelt. auch das Wasserstoff- 

^'^^~^'rESS^^^ - - * 
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Bei dem erfindungsgemaBen Aminosaurebaustein kann es sich urn einen Baustein fur eine einzelne Aminosau- 

P % h e a i n d d e e ; n tempor,ren Aminoschutzgruppe kann es sich urn eine Urethangruppe hande., beispie.sweise Hue- 

renylmethoxycarbonyl (Fmoc). 
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Die Carboxylgruppe des Aminosaurebausteins kann frei, ebenfalls geschutzt oder aktiviert (Aktivester) vor- 
liegen. 

Der erfindungsgemaBe Aminosaurebaustein kann durph errse weitere Schutzgruppe (R'" — X — CH 2 — ) ge- 
kennzeichnei sein, die unier Verwendung von Formaldehy*? und einer H-aziden Verbindung (R'" — X — H; R'": 
Resi der Mannich-Reaktionskomponente), bei der das azide H-Aiom mit einem Heteroatom (X) mil freiem 5 
Elektronenpaar verknupft ist, beispielsweise eines Alkohols (R"'-OH), eines Thioalkohols (R"'-SH) oder 
eines sekundaren Amins (R"'-NR iv H; R ,v : weiterer Rest der Mannich-Reaktionskomponente, kein Wasser- 
stofQ.rnit Hilfe der Mannich-Reaktion einfuhrbar ist. 

GemaB einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Amino- 
saurebausteins fur die Peptidsynthese, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man von einem ublichen Aminosau- 10 
rebaustein ausgeht, bei dem ein Wasserstoff-Aiom der eine Peptidbindung einzugehenden Aminogruppe durch 
eine temporare Aminoschutzgruppe geschutzt ist, die unter nicht-sauren Bedingungen abgespalten werden 
kann, und das andere Wasserstoff-Atom frei ist, und diesen ublichen Aminosaurebaustein einer Mannich-Reak- 
tion unter Verwendung einer H-aziden Verbindung (R"'-X- H), bei der das azide H-Atom mit einem Hetero- 
atom (X) mit freiem Elektronenpaar verkniipft ist, beispielsweise unter Verwendung eines Alkohols, eines 15 
Thioalkohols oder eines sekundaren Amins, unterwirft. 

Die erfindungsgemaBen Aminosaurebausteine lassen sich zur Peptidsynthese, insbesondere zur Peptidsynthe- 
se nach Merrifield und beispielsweise nach der Fmoc-tBu-Methode verwenden. 

Fur das erfindungsgemaBe Synthesekonzept wurden also Schutzgruppen auf der Basis aminomethylierter 
Verbindungen der allgemeinen Forme! R'" — X-CH 2 — entwickelt. Darin bedeutet X ein Heteroatom mil 20 
freiem Elektronenpaar und R'" einen beliebigen Rest der Mannich-Reaktionskomponente. Diese Schutzgrup- 
pen konnen sauer abgespalten werden. 

Zur Herstellung des erfindungsgemaBen Aminosaurebausteins kann man von einem ublichen Aminosaure- 
baustein der folgenden allgemeinen Formel ausgehen: 

25 

R-CO-NH-CHR'-COOR" 



Die entstehende Aminosaure entspricht dann 
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R — C — N — CHR'— COR" 

II I - i 

O CHj 

■I 

X 35 
I 

R'" 

mit R — CO: ct-Aminoschutzgruppe nach Stand der Technik, die unter nicht-sauren Bedingungen abgespalten 
werden kann; R': Seitenkette der AS; R": OH, Aktivester oder Schutzgruppe; R'": Rest der neuen Schutzgrup- 40 
pe;X:0,S,NR N R R #H)etc. 

Die Einfuhrung der Schutzgruppe durch eine Mannich-Reaktion (z. B. M. Tramontini, L. Angioiini, Tetrahe- 
dron, 46, 1791 (1990) (Review)) erfolgt nach dem folgenden Schema: 



R'"XH + CH 2 0 + R- 



C- 

II 

o 



■N- 
I 

H 



CHR'-COR" 



-H 2 0 



+ H 2 0 



R — C — N — CHR'- 

II I 
O CH : 

I 

X 



COR' 



45 



50 



R'" 



Prinzipiell laBt sich eine solche Mannich-Reaktion auch mit einem vollgeschutzen Di- oder Oligopepiid 55 
durchfuhren. Dabei wird die neue Schutzgruppe sowohl am N-Terminus als auch an den mittelsiandigen 
Peptidbindungen eingefuhrt. Damit lieBe sich ein in den fur die Peptidsynthese verwendeten Losungsmittel 
unlosliches Oligopeptidfragment in eine losliche Form uberfuhren. Die Abspaltung erfolgt als Ruckreaktion. 

Im folgenden wird die Anwendung dieses Konzepts in der Fmoc-Strategie aufgezeigt (G. B. Fields, R. L. 
Noble, Int. J. Peptide Protein Res. 35, 161 (1990)). &o 
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* C H — CH 2 — O — C — N — CHR' — tOOH 
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Geschiitzte Fmoc-Aminosaure 

Beispiele fur die Variationsvielfalt der Schutzgruppen sind 



Ptm: Phenylthiomethyl- 

Etm: Ethylthiomethyl- 
Mom: Methyloxymethyl- 
Bom: Benzyloxymethyl- 



Fmoc-(Ptm)Gly-OH 
Fmoc-(Ptm)Ala-OH 
Fmoc-(Ptm)Vai-OH 
Fmoc-(Etm)Ala-OH 
Fmoc-(Etm)Vai-OH 
Fmoc-(Mom)Gly-OH 
Fmoc-(Mom)Ala-OH 
Fmoc-(Bom)Val-OH 

die als farblose. zahe Ole erhalten werden. Zur vereinfachten linearen Schreibweise wird die zusatzliche aN- 
Schutzgruppe in runden Klammern vor das Symbol fur die Aminosaure gesetzt. 

Bei der Einfuhrung der neuen Schutzgruppe fallt die neue Aminosaure als rotat.onsgehmdertes Konformeren- 
gemisch der CO- N-Bindung an (Signalverdopplung im NMR-Spektrum), was aber fur die Peptidsynthese nicht 

V °Die el ETn!eSbarkeit dieser Aminosaurederivate fur die Peptidsynthese konnte durch die ar ^ e ) lu "g^ n " 
vollstandig geschutzten Tripeptids gezeigt werden. Die Synthese des Fmoc-(Mom)Gly-(Mom)Gly-Val-OBz 

diL n Unter n suchungen der Kopplungsausbeuten im Verlauf der Synthese einer schwierigen Modelsequenz 
(Ala), 3 wurde die Festphasensynthese herangezogen. Fur die zweite a-N-Schutzgruppe wurde d.e Phenylthio- 
methyl-Gruppe (Ptm) gewahh. Wahrend der Synthese mil konventionellem Fmoc-Ala-OH beobachtet man 
schnell einen allmahlichen Ausbeuteabfall. Bei Verwendung der neuen, geschutzten Aminosaure Fmoc- 
(Ptm)Ala-OH findet man unter gleichen Reaktionsbedingungen keine Ausbeuteverluste. 
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Kopplungen 
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Methoden 

IX 

Allgemeine Darstellung der Aminosauren 

1 mmol konventionell geschutzte Aminosaure (gegebenenfalls als Alkalisalz mit kat. Mengen Citronensaure) 
werden mit ca. 3 — 6fachem UberschuB Paraformaldehyd und ca. lOfachem OberschuB H-acider Verbindung in 
einem gasdichten und druckstabilen ReaktionsgefaB eingeschlossen und 2 d bei 90— 100°C geruhrt. Die Reini- 
gung erfolgt durch Flussigkeitschromatographie uber C-18 Kieselgelmateriai in saurefreiem Acetonitril/Was- 
sergradienten. 

Darstellung von Fmoc-(Mom)Gly-(Mom)Gly-Val-OBz 
Fmoc-(Mom)Gly-OLi 

Fmoc-Gly-OH wird vorteilhaft als Lithiumsalz fur die o. a. Vorschrift eingesetzt. Fmoc-(Mom)Gly-OLi wird 
nahezu quantitativ erhalten. 

MS: C 19 H I9 N0 3 (341) EI; m/e (%) = 341 (1, M + ), 30 (2, M + -CH 3 OH), 266 (<1. 309-CO 2 + H + ). 178 (100, 
Fluorenyl) 

Fmoc-(Mom)Gly-Vai-OBz 

48,6 u,mol Fmoc-(Mom)Gly-OLi und 50 u.mol HOBt werden in 200 uJ DMF gelost und mit 48,6 u.moI DIPC 
15 min voraktivieru 121 u.mol H-Val-OBz • HC1 und 100 u.mol DMAP werden in 200 uJ DMF gelost und beide 
Losungen vereinigt. Nach 1 h wird mit etwas Wasser versetzt und die Losung im Vakuum eingedampft. Tren- 
nung durch Flussigkeitschromatographie mil Acetonitril/Wasser uber C-18 Kieselgel ergibt ca. 50% Dipeptid. 
MS:C 3 iH34N 2 O6 (530) FAB + : m/e (%) = 553 (1, M + + Na). 531 (1. M + ), 499 (12, M-CH 3 0~),277 (10, 499-Fmoc), 
179 (Fluorenyl) 

H-(Mom)Gly-Vai-OBz 

Das Fmoc-geschiitzte Dipeptid wird mit ca. 300 u.1 20% Piperidin/DMF 20 min behandelt und nach Abziehen 
des Ldsungsmittels im Vakuum w. o. chromatographisch geirennt (quantitativ). 
M$:C i6H 2 4N 2 04 (308) FAB + : m/e - 277 (9, M-CH 3 0~), 265 (100, 277-CH 2 ) 
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Fmoc-(Mom)Gly-(Mom)Gly-Val-OBz 

70 umol Fmoc-(Mom)Gly-OLi werden mit 2 eq. HOBt und 1.1 eq. D1PC in 200 nl DMF 15 min voraktiviert und 
m h 23 ^mol DipeptrdTioO^I DMF versetzt. Nach einer Stunde wird mit etwas Wasser versetz, und fur d.e 

Darstellungder Ptm-AS Fmoc-(Ptm)Ala-OH 
109 7 mg (0.33 mmol) Fmoc-Ala-OH • H 3 0. 50 mg (1.56 mmol) Paraformaldehyd und 400 ul Thiophenol wer- 

erfolete in 20 mM Aminosaurelosung mil ca.4fachem UberschuB zur Filterbeladung in DMr. 

Je 1 e ^ derTntsprTcSenden Aminosaure wurde mit 1.5 eq. HOBt und U eq. DIPC 15 mm vorakuvjer. und auf 
die mit K> ul Bromphenolblaulsg. (1 mg/1 ml DMF) angefarbten Filter gegeben. Nach e.ner Stunde Schwenken 
der Fiher in dVr ReaSslsg. wurden die noch gefarbten Filter mit je DMF. CH 2 Ch. DMF je dre.mal gewaschen 
und e neut eTne sTunde mit Aminosaurelsg. behandelt. Noch gefarbte Filter wurden nach erneutem Waschen m.t 
30 uf S/DIPEA (1 : 1) in 100 u.1 DMF acetyliert. AnschlieBend wurden mit je 300 ul 20% P,pend.n/DMF die 
Fmoc ^ch^ug^ppen geip.lten.Zur Bestimmung der Kopplungsausbeuten wurde das D.benzofluven-P.pendin 

in 2?b^2nd^^ erfo. g te mit 95 o/o TFA. 3 o/o Cystein. 2 o/o H 2 0. Das lyophi.isierte 

25 Produkt wurde dann durch HPLC getrennt und durch FAB-MS nachgewiesen. 

Abkurzungsverzeichnis 

Ac 2 0 Essigsaureanhydrid 
30 Bom Benzyloxymethyl 

D1PEA Diisopropylethylamin 

DMAP Dimeihylaminopyridin 

DMF Dimethylfqrmamid 

DIPC Diisopropylcarbodiimid 
35 El ElektronenstoB-Ionisation 

Etm Ethylthiomethyl 

FAB -f Fast Atom Bombardment, positive lonen 

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

HOBt Hydroxybenzotriazol 
40 HPLC High Performance Liquid Chromatography 

MS Massenspektroskopie 

Mom Methyloxymethyl 

NMR Nuaclear Magnetic Resonance 

Ptm Phenylthiomethyl 
45 TFA Trifluoressigsaure 

UV Ultraviolett-Spektroskopie 

Patentanspruche 

1. Aminosaurebaustein fur die Peptidsynthese. bei dem ein Wasserstoff-Atom der eine Pepudbindung 
einzugehenden Aminogruppe durch eine temporare Aminoschutzgruppe geschutzt ist. die unter n.cht-sau- 
ren Bedinguneen abgespalten werden kann, dadurch gekennzeichnet, 

(a) daB das zweite Wasserstoff-Atom dieser Aminogruppe durch eine we.tere Schutzgruppe geschutzt 
ist.die durch eine Mannich-Reaktion einfuhrbar ist. und Ws >«i»r 

(b) sofern es sich bei dem Amnosaurebaustein urn e.nen D.peptidbauste.n handelt, auch das Wasser- 
stoffatom der Peptidbindung durch eine derartige weitere Schutzgruppe geschutzt sem kann oder 

(c) sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein urn einen Ol.gopeptidbaustem handelt. auch ein b.s alle 
Wasserstoffatome der Peptidbindungen durch eine derartige weitere Schutzgruppe geschutzt se.n 

2. AmmoTurebaustein nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB es sich bei dem Amin0S ^^" S o , ^ n 
urn einen Baustein fiir eine einzelne Aminosaure. urn einen Dipept.dbauste.n oder urn e.nen Ol.gopeptid- 

f Amtno^ebaustein nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB es sich bei der eine Peptidbin- 
dung einzugehenden Aminogruppe urn eine alpha- oder beta-standige Aminogruppe handelt. 
4 Aminosaurebaustein nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. daB es sich 
bei der temporaren Aminoschutzgruppe urn eine Urethangruppe handelt. beispielsweise Fluorenylmethox- 

5 C AminosauTeb'austein nach einem der vorhergehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, daB die 
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Carboxylgruppe des Aminosaurebausteins frei, ebenfalls geschiitzt oder aktiviert (Aktivester) vorliegt. 

6. Aminosaurebaustein nach einem der vorhergehenden Anspruche, gekennzeichnet durch eine weitere 
Schutzgruppe (R'" — X — CH?— ), die unter Verwendung von Formaldehyd und einer H-aziden Verbindung 
(R'" — X — H; R'": Rest der Mannich-Reaktionskomponente), bei der das azide H-Atom mil einem Hetero- 
atom (X) mit freiem Elekironenpaar verknupft ist, beispielsweise eines Alkohols (R"'-OH), eines Thioalko- 
hols (R'" — SH) oder eines sekundaren Amins (R'"— NR ,V H; R ,v : weiterer Rest der Mannich-Reaktionskom- 
ponente, kein Wasserstoff), mit Hiife der Mannich-Reaktion einfuhrbar ist. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Aminosaurebausteins fur die Peptidsynthese, dadurch gekennzeichnet, 
daB man von einem ublichen Aminosaurebaustein ausgeht, bei dem ein Wasserstoff-Atom der eine Peptid- 
bindung einzugehenden Aminogruppe durch eine temporare Aminoschutzgruppe geschiitzt ist, die unter 
nicht-sauren Bedingungen abgespalten werden kann, und das andere Wasserstoff-Atom frei ist, und diesen 
ublichen Aminosaurebaustein einer Mannich-Reakiion unter Verwendung einer H-aziden Verbindung 
(R'"— X— H), bei der das azide H-Atom mit einem Heteroatom (X) mit freiem Eiektronenpaar verknupft ist, 
beispielsweise unter Verwendung eines Alkohols, eines Thioalkohols oder eines sekundaren Amins, unter- 
wirft. 

8. Verwendung eines Aminosaurebausteins gemaB einem der Anspruche 1 bis 6 zur Peptidsynthese. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 bei der Peptidsynthese nach Merrifield. 

10. Verwendung nach Anspruch 9 bei der Peptidsynthese nach Merrifield gemaB der Fmoc-tBu-Methode. 
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Fmoc-(Mom)Gly-OH 



J H-NMR f300 MHz. CDCI^ 



6 (ppm) 


Aufspaltung 


J (Hz) 


Integral 


Position 


7,76 


'd' 


-7 


2 H \ 


9-H, 12-H 


7,59 


*d' 


-6 


2 H J 


15-H, 18-H 


7,40 


•t' 


-1 


2H 1 


10-H, 11-H 


7,31 


Y 


-6 


2 H J 


16-H, 17-H 


4,82/4,59 


i s-2 




2 H 


3-H 


4,55/4,39 


' '"d-2 


6,0/7,0 


2 H 


6-H 


4,25 


dt 


-6,5/6,5 


1 H 


7-H 


4,04/3,98 


s-2 




2 H 


2-H 


3,23/3,01 


s-2 




3 H 


4-H 



3 C-NMR (75 MHz. CDQj ) 

& (ppm) Aufspaltung Position 



171,21/171,10 


s-2 


C-l 


156,09/155,71 


s-2 


C-5 


143,70 


s 


C-8. C-13 


141,23/141,11 


s-2 


C-14, C-19 


127,70 


d 


127,10 


d 


C-9 - C-12 


125,06/124,75 


d-2 


' C-15 - C-18 


119.90 


d 




79,44/78,91 


J 

t-2 


C-3 


67,90/67,30 


t-2 


C-2 


55.75/55.15 


q-2 


C-7 


47,07 


q 


C-4 


46.79/46.56 


t-2 


C-6 



s - Singulen, d = Dublett, t = Triplett, q = Quanett, dt = Dublett von Tripletts, 4 ' = 
mit Feinaufspaltung 
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